Procariotes y Eucariotes

(Célula Bacteriana
(Aumentada 50.000 veces)

Capsula
Pared Celular

Membrana
Plasmadtica

Cilios

Cell wall

Polar bud
A~ scar

Chromosome

Plasma
membrane

Nuclear
envelope

Golgi

apparatus
Plasma membrane

Imagen tomada de http://www.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMival2.3.1.html




chromists
plants alveolates

animile=
o ‘
fungi

EUKARYOTA

flagellates

thodophytes

cyanobacteria

heterotrophic

bacteria :
basal protists

ARCHAEA

halophiles thermophiles

Dominios

http://www.portal-cifi.com/scifi/images/noticias/columna_de_winogradsky_2.jpg



Reino
Tipo celular Procariotico
Envoltura X
Nuclear

Cromosomas Molécula de DNA Unica y continua

Caracteristicas nucleares
Protista Fungi Plantae Animalia
Eucariotico

v

MuUltiple, consistente en DNA e histonas

(otros
Pared celular polisacaridos vy
peptido-
glicanos)
Membrana
Celular v

Caracteristicas extracelulares

oo R R
Sin celulosa,

Ausencia de
peptidoglicanos

Presente, con
lipidos inusuales de
distinta

composicion

Protista Fungi Plantae Animalia
Presente en Quitina v otros
algunas formas, polisacaridos C&:g?ﬁ;%ggms X
varios tipos celuldsicos P
v v v v

Cuadro tomado de Biologia. Helena Curtis.2001




Reino
Ribosomas

Reticulo
Endoplasmico

Mitocondrias X

Plastidos X
Complejos de

Golgi

Lisosomas X

Peroxisomas X

VYacuolas x

Centriolos X

Cilios o
flagelos 9+2

Pequefios

x

x

Citoplasma
Protista

v

Habitualmente
presente

Presentes en
alguna forma

v

Habitualmente
presentes

Frecuentemente
presentes

v

Habitualmente
presentes

Habitualmente
presentes

Fungi

Plantae

Mas grandes

v

Hahitualmente
presentes

Presentes en
alguna forma

v

v

v

v

v

Estructuras similares

(compartimientos
lisosomicos
presentes)

Habitualmente
presentes

Habitualmente un

unico vacuolo grande
en la célula madura

x

presentes solo en

plantas con flar
X

presentes salo en

plantas con flor

Animalia

v

Hahitualmente
presentes

Habitualmente
presentes

Pequefio o
ausente

v

Habhitualmente
presentes

Cuadro tomado de Biologia. Helena Curtis.2001




Bacterias: Morfologia celular

* Principales morfologias celulares O
Coccus
— Cocos
— Bastones (Bacilos) :
: Rod
— Espirales

: Spirillum



Cadenas: Streptococcus




Racimos: Staphylococcus

P

l ASM Misiobelibrary.og 2 Soith

http://www.wales.nhs.uk/sites3/page.cfm?
orgid=379&pid=13004



Tetradas: Sarcina

http://www.mesacc.edu/~johnson/labtools/Dbacyst/sarcina.html http://www.sciencephoto.com/media/12150/
view



Escherichia coli
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Vibrio cholera




e Algunas bacterias
presentan formas
especiales que

permiten
reconocerlas C \
¢ [ s PNR
facilmente: | |
Budding and appendaged bacteria

Spirochete

— Espiroquetas
— Apendiculadas

— Filamentosas

| |

Filamentous



Membrana citoplasmatica

* Barrera permeable altamente selectiva

e Esta constituida por
— Lipidos
— Proteinas

— Bicapa con zonas hidrofdbicas e hidrofilicas.



~— Phospholipid Bilayer ——
Hydrophilic

Hopanoides
6-8nm

Plasma Membrane Structural Components

Glycoprotein
Carbohydrate

Hydrophilic Side Chain— Figure 1
Region Integral
Profein

{ 0 Phospholipid
Hydrophobic -

Region .

*Hydrophobic

Region

Fluid
Mosaic Hydrophilic
Memo%rgne Region

Transmembrane
Protein



Proteinas de membrana

e Porciones hidrofilicas e hidrofdbicas

Eluid Mosaic Model of Membrane Structure

Carbohydrate

Infegral  of Giycoprotein
glycoprotein

Integral
Glycoprotein

Membrane
Channel

Extracellular
Space

Lipid
Bilayet

Protein Protein




Hydrophilic
groups

o
vy

Phospholipids

Hydrophobic
groups

Phospholipid
molecule

Integral membrane proteins



Funciones de la membrana

Permear:

* Anclaje de

proteinas:

Conservacion de
la energia

AL
¥

N4
E L

/4 4] 4

e —

Permeability Barrier — Prevents leakage and functions as a
gateway for transport of nutrients into
and out of the cell

. b

Protein Anchor — Site of many proteins involved in transport,
bioenergetics, and chemotaxis

,\'++++++++++++,<
X o ————————— -\ Y
+\ +
‘A TN +

X X
L T e e s g o 4

N -

Energy Conservation — Site of generation and use of the
proton motive force



Transporte a través de la membrana

Simple transport Out f

>
-
o

b

d

H—

|

Transported
substance

1

Group translocation

'

A | |

o )~ =
O R TR
O o~ C
O A~ Q
1 P = o
| 2
T R | P
Y T ‘V) \
The ABC oL &~ 2
system o >
O PR N
D s st

> ATP—>ADP + P,



Sistema ABC
Proteinas periplasmicas de union

Periplasmic-binding protein

i
i

ATP-hydrolyzing protein —_

Transported substance

/— Periplasm

Out

b

? % Membrane-spanning transporter

%i
|

| }I‘n ATP Binding Cassette

Alta afinidad al sustrato:
azucares ADP+P,



PARED

* En el interior de la célula bacteriana hay una
alta presion osmotica.

* La pared permite soportar esta presiony
evitar la lisis

e Ademas le da a la célula la forma vy la rigidez



Peptidoglicano

N-Acetylglucosamine (G)  N-Acetylmuramic acid (M)

| |

l [ I
CH,OH

?:O Lysozyme-
NH o sensitive
Peptide | 4 el
cross-links | L-Alanine
o, d
C CH,—CH,—CH—COOH
NH, r\llH 5 p-Glutamic acid
| Y/
HOOG~G~CH,—CH;—CH;—CH — ?/
H Meso-diamino- NH p-Alanine . ;.
pimelic acid | Aminoacidos

H,C—CH—COOH



PARED

e Esto forma un esqueleto que es atravesado
por peptidos pequenos

 Puede haber mas de una capa de
peptidoglicano
Lysozyme

oy i
OH
OHO NH CL o o NH ;)
\Omom\o I IVRI At %% OH * |-|og0¢O
NH
Oo%\ O
R R

Peptidoglycan Peptidoglycan fragments

/

R = peptide (usually 3-5 amino acid residues)
http://www.worthington-biochem.com/ly/images/reaction.jpg



Gram + vy Gram-

 Division de las
bacterias con base en
una coloracion: GRAM

* Diferencias en la
estructura de la pared

* Gram-: multicapay
compleja

* Gram+: Un solo

componente pero
mas gruesa

http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=51315-25562003000200020&script=sci_arttext



G ram + Peptidoglycan

Plasma membrane

Outer membrane

Peptidoglycan
N Periplasmic space

Plasma membrane

Gram -



Gram-positive Gram-negative

Peptidoglycan Peptidoglycan
Membrane
MBS T Periplasm
Quter membrane

(lipopolysaccharide and protein)







Gram Positive Gram Negative

.
Fixation %
Crystal violet ’~
lodine treatment ’ @

l
l

L
Decolorization @Q Cj

|

Counter stain
safranin

http://seramix.blogs.uv.es/2013/05/15/tinciones-diferenciales-tincion-de-gram/

s"AANC
hWahh'

A



Gram positivas

o 90% Wall-associated %Teichoic acid
. d | . protein
pe ptl Og ICano _\ ; : —— Lipoteichoic

* Varias capas: | | U LB =
hasta 25 =7
] "~ Peptidog|
 Muchas tienen e -epiiggiyean
embebidos en |la

W ——— S ~ R e '{,}{}{ o & TN G e 4
ared celular (s Sttt ettt bt Ao Cytoplasmic
P 15?_)\?\)?) ?‘; IINRI) ?)?ﬁ?ﬁ%?} . _‘u_);,'f;;{ membrane
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Acidos teicoicos o)



Acidos teicoicos

D ¢ e Residuos de ribitol fosfato
. * Polialcoholes conectados
Dadideese— o~ por enlaces fosfoester
Brailanihe) — ¢ * Tienen otros azucares y D-
p-Alanine —0—c alanina
.

we—o-r—o * Estan unidos

|

. o covalentemente a los

Ribitol _ R
@) residuos de ac muramico



Gram negativa

O-polysaccharide Co°re

10% peptidoglicano A pm/ysac;)hande\

Out

Lipopoly-
saccharide
(LPS)

Membrana externa

Es una segunda bicapa
lipidica s
No esta constituida por
fosfolipidos y proteinas

Periplasm - Peptldogl

uuzm(]gm:tmm ‘!NHHIHIHH!HH mmmmlmmmsum

Polisacaridos + Lipidos (e i
|l e i bl

Cytoplasmic -
=Lipopo lisacarido: LPS  membrane Ziflili HH
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Lipopolisacarido (LPS)

O-specific polysaccharide Core polysaccharide
|

| o
O @ @@o@@
008008000@@@@@@@
&



Gram Negativa

O-polysaccharide Core _
polysaccharide

OQOut

Lipopoly-
—saccharide

ipi (LPS)
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Outer - 1y
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Porins - proteins that allow small molecules to cross membrane
-- specific and non-specific



Centers for Disease Control and Prevention

Salmonella typhi



- : L a : : ™
http://www.bio.utexas.edu/faculty/sjasper/bio212/microbial.html






TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LOS
MICROORGANISMOS



TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LOS
MICROORGANISMOS

Koch y sus colaboradores desarrollaron técnicas y
materiales de cultivo (medios sélidos)

Microscopia

——

Enciclopedia Encarta, Photo Researchers, Inc.fJohn Durham

www.lifescienceandsociety.missouri.edu Enciclopedia Microsoft Encarta

Técnicas Moleculares

http://www.imb-jena.de/image_library/DNA/DNA_protein_complexes/1hdd_pdt004/1hdd_setor_4.gif



TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE MICROORGANISMOS

Koch y sus colaboradores desarrollaron técnicas y materiales de CUIthO

http:/www.microbeworld.org/index.php?option=com_jlibrary&view=article&id=1182

Imagenes tomadas de www.lifescienceandsociety.missouri.edu
Enciclopedia Microsoft Encarta

(medios sdlidos)

Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

http://www.sciencebuddies.org/science-fair-projects/project_ideas/MicroBio_Interpreting_Plates.shtml



Requerimientos

Nutrientes

Energia

Oxigeno (o ausencia)
Temperatura optima
pH optimo



Nutricion
o Autdtrofos: Utiliza el didxido de carbono

como unica o principal fuente de C.

» Heterotrofos: su fuente de carbono es
organica (usualmente lo toman a partir
de otros organismos)



Requerimientos

Nitrogeno
—  Sintesis de aminoacidos
— Purinas
— Pirimidinas
Obtencion
—  Moleculas organicas
—  Reduccion del nitrato
—  Amonio
—  Fijacion del nitrégeno:
Bacterias fijadoras



Requerimientos

 Fosforo
— Acidos nucleicos
— Fosfolipidos
— Nucledtidos
« Obtencion
— Foésforo inorganico

e Sulfuro

— Sintesis de ciertos aminoacidos y otras moléculas

« Obtencion
— Asimilacion o reduccion de sulfato



Chemicals

Chemotrophy Phototrophy
Organic / \ Inorganic
chemicals chemicals
(glucose, acetate, etc.) (H,, H,S, Fe?*, NH,*, etc.)

Chemoorganotrophs Chemolithotrophs Phototrophs

(glUCOSG + 02_>C02 + HQO) (H2 + 02 — HQO) (llght W\>ATP)

: :

ATP ATP



Medios de cultivo

* Crecimiento de los microorganismos
* Liquidos o solidos

— Solidos (agar)

» Estudio de los microorganismos



Medios sintéticos o definidos

BG-11 Medium for Cyanobacteria Amount (g/liter)
NaNO, 1.5
K,HPO,:3H,0 0.04
MgSO,-7H,0 0.075
. ., CaCl,-2H,0 0.036
Citric acid 0.006
¢ C O m p OS I CI O n y Fér‘rlit‘ :l(glmonium citrate 0.006
4 EDTA (NaxMg salt) 0.001
concentracion o
. T.race metal solution® 1.0 ml/liter
ConOCIda Final pH 7.4
Medium for Escherichia coli Amount (g/liter)
- - Gluco: 1.0
 Requerimientos i,
. I KH,PO, 1.5
(NH,),SO 2.0
eS peCI a eS MgSJO4-7l-4130 200.0 mg
CaCl, 10.0 mg
FeSO,-7H,0 0.5 mg

Final pH 6.8-7.0

Sources: Data from Rippka, et al. Journal of General Microbiology,111:1-61, 1979; and S.S.
Cohen, and R. Arbogast, Journal of Experimental Medicine,91:619, 1950.

“The trace metal solution contains H;BO5;, MnCl,+4H,0, ZnSO,+7H,0, Na,Mo,*2H,0,
CuSO,*5H,0, and Co(NO,),*6H,0.



Medios complejos o
indefinidos

« Contiene algunos Nutrient Broth
. . Peptone (gelatin hydrolysate)
ingredientes de Beef extract
COmpOS|C|On y Tryptic Soy Broth o '
concentracion iy
d eSC.O n OCI d a S(izjlj)rf c‘hloride

°® Contlenen pe ptonas Dipotassium phosphate

(proteinas hidrolizadas) MacConkey Agar

Pancreatic digest of gelatin
Pancreatic digest of casein
Peptic digest of animal tissue
Lactose

Bile salts

Sodium chloride

Neutral red

Crystal violet

Agar

Amount (g/liter)
5
3

17
2.5

25

17.0
1.5
1.5
10.0
1.5
5.0
0.03
0.001
3.5



Medios enriquecidos

* Suplementacion
con nutrientes o
cofactores extras

* Crecimiento de
un
microorganismo

G T 9
fa Stl d I0SO Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

* Ej. Agar sangre.




Medios selectivos

* Favorecen el
crecimiento de algunos
microorganismos e
iInhibe la presencia de

otros

« Adicion de a/b 6
guimicos, coloraciones

Enterobacter aerogenes sobre
Agar Mac Conkey



Medios diferenciales

« Diferencian grupos de
microorganismos,
basados en sus
caracteristicas
biologicas

« Agar sangre

— Bacterias

hemoliticas versus
no hemoliticas

Fermentadoras de lactosa Vs no fermentadoras) Agar Mac
Conkey



http://www.cosmosmagazine.com/files/imagecache/news/files/20070629.jpg
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Como crecen los microrganismos?

Aumento en tamano?
Aumento en numero de individuos?
Los dos!

Las bacterias se dividen por FISION
BINARIA



Division celular

Cell fwall

o Cell elongates and
DNA is replicated

e Cell wall and

- P
== _——
plasma membrane S5 X @;;;

begin to divide

Cross-wall forms

completely around \‘wx_z} S
divided DNA
O ceis
separate S
«;:fw_‘w/j %\3

(a) A diagram of the sequence
of cell division.

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings,

Plasma membrane

DNA Partially Cell wall
(nuclear  formed
area) cross-wall

(b) A thin section of a cell of Bacillus
licheniformis starting to divide.

http://diverge.hunter.cuny.edu/~weigang/Images/06-11_binaryfission_1.jpg



Medidas del crecimiento microbiano

Conteo de numero de células
- Método de conteo directo
Microscopio, citometro de flujo
- Células viables
Conteo de ufc/ml o ufc/g
NMP



Conteo de numero de células

Conteo directo de celulas: Microscopio
I 1 mm |

1 mm

CORNER
SQUARE

Counting Grid
é Q <4+— Base
// \\
Air Evacuation Port Sample Introduction Port

http://www.nexcelom.com/Products/DisHemacytometer.html



Conteo de numero de células
Conteo directo de celulas: Citometria de flujo

Hydrodynamic
Focusing

Transmitted
Power

http://bentleyinstruments.com/products/somatic-cell-counting/nexgen



Conteo de numero de células

lables

lulas vi

e

Conteo de ¢

http://www.phys.ksu.edu/gene/photos/labl2a.jpg



Conteo de masa celular

Determinar el nUmero aproximado de uorg
por medio de un parametro que permita
acercarse a la cantidad.

Spectrophotometer meter

- Peso seco, humedo

- Dispersion de luz

> w - - Determinacion bioguimica (proteinas,
ADN, ATP)

Photocell
Lamp Tube of or detector
bacterial
suspension



Primeros intentos de estudio de la
diversidad microbiana

Serial Dilution

1.0mL 10mi 1.0 L 1.0mL 10 mi
transgfer ansfer  Lransler h'gﬁf&r Lravwsfer

— —

s I 10mitotal

v N . \/ (N ¢

10 C 10°C 10°C 100¢C 20'59/ 1% C

. /ol
. —_ T
< >
e —F‘"j/

count lonies = N
esch colony graw
from a single celi

http://www.sciencebuddies.org/science-fair-projects/project_ideas/MicroBio_p015.shtml http://www.phys.ksu.edu/gene/photos/lab12a.jpg



Curva de crecimiento

* Cultivo en lote o “batch”.

* Log del numero de celulas
viables vs. el tiempo de

n LI 4
incubacion. s
d Phase
.g “
-
b
0 Log %, Death
=] Phase \, Phase
H .'l‘.
e Lag
E Phase
:
0
Time

http://web.deu.edu.tr/atiksu/toprak/curve.gif



)
=] Stationary
d Phase
. —-
'~
-
o Log ', Death
o] Phase % Phase
W
e Lag
; Phase
= -
0
Time

Periodo de aparente inactividad.

Adaptacion de las células al
ambiente (medio de cultivo).

Preparacion para reproduccion.
Tiempo depende de:

- condicion del uorg

- condicion del medio

http://web.deu.edu.tr/atiksu/toprak/curve.gif



(log)
=)
-

Fase log : N
s _

0
Time

 Crecimiento a la maxima
velocidad.

* VVelocidad de crecimiento
constante.

» Uniformidad de la poblacion.

http://web.deu.edu.tr/atiksu/toprak/curve.gif



Stationar b’
Phase

%, Death
%, Phase

Fase estacionaria

Humber of Bacteria (log)

Q

Time

* El numero de uorg viables
permanece constante

 Células metabolicamente activas
detienen la reproduccion.

« Limitacion de nutrientes,
acumulacion sustancias toxicas.

http://web.deu.edu.tr/atiksu/toprak/curve.gif



Stationary
Phase

Fase de muerte

% Death
%, Phase

Humber of Bacteria (log)

o

Time

 Decline del numero de células
viables.

 Estructuras de resistencia en
algunos casos.

http://web.deu.edu.tr/atiksu/toprak/curve.gif



Sistemas de cultivo

 Lote o Batch

8d[*1010e3101q|gg/sa4n1oid/|ad/npa nswiigammm//:dny

9980VETTESLYTTSLTZ-13MONS ™ 24N3 N0 1133080 /WOY'3|zZRZ MMM/ /:d]Y

Sso1d|ayASo|olq||92/wod sadeds|doos auljuojoidadualds//:dny



Sistemas de cultivo

e Lote
alimentado



i e
s Cultivo continuo Jw X

-Mantiene células en b WS
fase exponencial.

-Concentracion de . Pea
biomasa constante. P

-Entrada de ™
nutrientes, salida cdl | | ll T

| |

de desechos (y de 2
todo!). —



Origin of Replication Newly

¢ synthesized
>4\ DNA

Theta
structure

Replication
/ forks

Procariotes
Bidireccional a partir de un Unico\
origen de replicacion



Circulo
Rodante

§ Nick

‘?\(b
QOQ%

'

o Growing point
31
5/
Displaced

strand

’

5'

Displaced strand is almost 1 unit length

Displaced strand is > 1 unit length

3 Complementary strand synthesis
/_\__— ——‘-—__\

5/

3/

5'



DNA . Gene A . Gene B

! ! Transcription

Coding region A . Coding region 8

mRNA

! ! Translation

Protein A B

PROKARYOTE



Plasmidos

Hindlll
Sphl \\\

ADN bacteriano Plasmido Pst . o |
Sall : Region into which

Xbal exogenous DNA
BamHl| . can be inserted

Smal
Kpnl 2%
Sacl ’
EcoRlI

Polylinker Plasmid
cloning vector

Molecular Call Biology. 4 /53 Ed. Lodish, H. et al.



Transformacio

N
Artificial Transformation p |
O
O
O

Antibiotic -sensitive 5
bactenal cell 3
1 /’0\‘. 2
CaCl, treatment * z S
e o ’ —
fo permeabilize | _»"Add Plasmid DNA
cellwalls «_— _.~
-~ Y
<
R Ry
P «
o e
6 45

Selection on bacterial growth medium
containing appropriate antibiotic ~ “Transformed™ bacterial cell



Operones



Operoén Lactosa

Gen Elementos Genes
Indlictor Regulador de control Estructurales
A A

?— Tm ]

' !

Proteina O Promotor pB-Galactosidasa Transacetilasa
represora Operador Pemeasa
SITUACION EN EL CROMOSOMA BACTERIANO
Gen Elementos Genes
Regulador de control Estructurales
A A —
i N | 8= N7~ B,

aon @EEETN---@EST0T. 7z AL



